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Note préliminaire sur la conservation des microbes 
dans l'azote liquide 
par J. JACQUET et Mme L. STEEG 
Il s'agit vraiment d'une note préliminaire, car son objet mériterait 
des développements ultérieurs considérables. Et, cependant, pour 
partiels que soient nos résultats, les applications que l'on en doit 
tirer dans la pratique sont suffisamment importants pour que des 
techniques soient immédiatement modifiées pour en tenir compte. 
Une véritable transformation, nous allions écrire une révolution, 
s'est opérée en matière d'insémination artificielle par l'emploi de la 
congélation dans l'azote liquide. Elle permet des stockages considé­
rables, d'où la possibilité de choix des taureaux qui est offerte aux 
agriculteurs, l'augmentation du taux de fécondité, entre autres 
avantages. Mais, de nouveaux problèmes sont apparus, tel celui que 
nous commençons d'étudier aujourd'hui et qui est la conservation 
des germes microbiens dans l'azote liquide. 
Nous l'avons abordé par deux voies différentes : l'examen des 
espèces trouvées dans les récipients et qui avaient pu s'y accumuler, 
d'une part, le maintien de différentes variétés introduites, d'autre 
part. 
I. - Il est très facile d'adapter au problème de l'azote liquide les 
procédés habituels des bactériologistes : 
a) immersion avec de longues pinces métalliques stériles de coton 
stérile au fond des réservoirs et dont on recherche ensuite la micro­
flore ; 
b) prélèvement avec de longues pipettes stériles d'une quantité 
placée ensuite à évaporer dans les tubes de cultures ; 
c) immersion de gobelets en plastique stériles qu'on laisse se remplir 
dans l'azote ; puis, par évaporation protégée des contaminations, il 
se forme un résidu que l'on dilue dans 100 ml de liquide de RINGE R 
au quart. C'est cette suspension qui est examinée, enfin ; si bien 
qu'on est ramené à une analyse d'eau. 
Les gobelets des Centres et des inséminateurs peuvent être obser­
vés de la même façon. On note, alors, l'état de propreté ou de saleté 
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du liquide obtenu qui est parfois très grand : on a l'impression 
d'avoir affaire à de la terre diluée où les poussières, et les débris se 
sont accumulés. 
La flore est essentiellement formée de bacillacés (B. subtilis et 
B. cereus, surtout, B. megatherium), de microcoques, de gros strep­
tocoques, sarcines, pseudomonadales, Fla"obacterium à croissance 
plus lente, corynébactéries et Arthrobacter, à vrai dire difficiles à 
différencier, actinomycétales (Micromonospora entre autres). Les 
entérobactéries sont surtout représentées par les coliformes, les 
anaérobies par W elchia perfringens. 
Les moisissures sont d'une grande fréquence et formées de Geo­
trichum candidum, Mucorales, Aspergillus niger, Penicillium, 
surtout P. glaucum. 
Quant aux procédés de numération, ils rendent très bien compte 
de la différence de contamination d'un récipient à l'autre, suivant 
qu'il est vidangé et nettoyé ou non, suivant son maintien au Centre 
ou son déplacement chez les inséminateurs, voire dans les fermes. 
Les quelques exemples ci-dessous sont tout à fait démonstratifs à cet 
égard. 
De toutes façons, on notera l'apparition sur les milieux les plus 
riches (milieu destiné aux numérations de germes aérobies du lait) 
de colonies fortement pigmentées en jaune et marron (Fla"o­
bacterium) très nombreuses, et qui n'apparaissent qu'au bout d'une 
semaine de culture, d'où l'existence de deux lignes de numération. 
1. - GRAND CONTENEUR DE 185 L, restant au Centre et servant 
aux stockages de longue durée, ouvert fréquemment et recevant 
des doses de retour. 
Germes totaux sur milieu au lait, au 
ml .. . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 60 en 48 h 
4.330 au bout de 7 jours 
- Germes totaux sur gélatine, au ml . . . 20 plus 6 moisissures 
(Mucor et Penicillium glaucum). 
Pas de coliformes, ni d'anaérobies sulfito-réducteurs, pas de 
germes producteurs d'hydrogène sulfuré. 
2. - MICROFLORE DE L'AZOTE LIQUIDE (conteneur métallique de 
P ... ) (prélè"ement en gobelet stérile). 
1. Germes totaux sur milieu au lait . 41 au ml, au bout de 48 h 
3.330 au bout de 7 jours 
2. Germes totaux sur gélatine . . . . . 20 dont 3 moisissures 
(Penicillium et Geotrichum) 
3. Coliformes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 600 (Aerobacter) 
COMMUNICATIONS 
4. lndologènes ............................ . 
5. Streptocoques fécaux ................... . 
6. Anaérobies sulfito-réducteurs ............. . 
7. Producteurs d'hydrogène sulfuré .......... . 
0 
0 
0 
0 
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MICROFLORE D'UN GOBELET REMPLI DE PAILLETTES (conteneur 
de P ... ). 
1. Germes totaux sur mi-
lieu au lait . . . . . . . . . . . . 1.080.000 au ml, en 48 h 
510.000.000 au ml au bout de 7 jours 
2. Germes totaux sur géla-
tine . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14.800 au ml et 21 champignons 
(Aspergillus niger, Penicillium, Mucor) 
3. Coliformes au ml . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40.000
4. Streptocoques fécaux au ml . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0 
5. Anaérobies sulfito-réducteurs pour 10 ml . . . . . . . . . . . . 56 
6. Producteurs d'hydrogène sulfuré au ml . . . . . . . . . . . . . . 3.000 
La pollution est ici considérable et se localise aux gobelets mani­
pulés, mal entretenus, plus qu'à l'azote placé au centre du réci­
pient, bien que par les déplacements, des mélanges d'un point à 
l'autre du liquide doivent sûrement se produire. 
GOBELETS PRIS AU HASARD DANS DIVERS CONTENEURS DES INSÉ­
MINATEURS ET QUI FONT LE VA-ET-VIENT AVEC LE CENTRE. 
1° B ... 
a) - Germes totaux au ml par 
culture à 37 °C sur milieu 
au lait ................ . 880 en 48 h 
16.300 au bout de 7 jours 
Germes totaux sur géla-
tine . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60 au ml et 40 champignons 
.b) Coliformes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 au ml 
(Aerobacter) 
c) Streptocoques fécaux . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . néant 
d) Anaérobies sulfito-réducteurs pour 10 ml . . . . . . . . . 1 
e) Producteurs d'hydrogène sulfuré . . . . . . . . . . . . . . . . . 100 
2° L ... M ... 
a) - Germes totaux par culture à 
37 °C sur milieu au lait ..... 
- Germes totaux sur gélatine .. 
660.000 au ml en 48 h 
2.400.000 en 7 jours 
300 et 20 champignons 
(Penicillium et Mucor) 
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b) Coliformes au ml ..................................... 5 
c) Producteurs d'hydrogène sulfuré . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 
d) Streptocoques fécaux . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0 
e) Anaérobies sulfito-réducteurs aux 10 ml . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 
3° Récipient revenant au Centre après fin de séjour chez un insé­
minateur et dont les paillettes seront remises dans un grand conteneur 
de 185 l. La désinfection de ce matériel a été faite, il y a 3 semaines. 
Nombre de germes revivifiables sur milieu français, au ml : 
17 .600 au bout de 48 h 
4.000.000 au bout de 7 jours. 
Nombre de germes revivifiables sur gélatine : 100 et 20 moi­
sissures. 
Nombre de coliformes, au ml : 35 dont 1 Escherichia coli. 
- Nombre de producteurs d'hydrogène sulfuré: 1.000. 
- Pas d'anaérobies sulfito-réducteurs. Pas de streptocoques 
fécaux. 
On peut donc dire, d'ores et déjà, que la numération sur gélatine 
nutritive à 15° C donne des nombres constamment inférieurs à la 
numération sur milieu adapté aux espèces du lait à 30° C. Cependant, 
la première, seule, permet d'apercevoir les moisissures. 
Il faudrait compléter tout cela par la recherche d'autres milieux, 
et l'utilisation de nouvelles températures, mettant en évidence les 
cryophiles et cryotrophes. Toutes les espèces revivifiables, sont 
évidemment cryotolérantes. 
On suit parfaitement dans tout cela, la trace des fréquences de 
contamination, entre les conteneurs du Centre, et ceux qui vont chez 
les inséminateurs, voire parfois dans les fermes. C'est dans un réci­
pient affecté à ce dernier emploi (thermos) que nous avons retrouvé 
des germes pathogènes, Streptococcus aureus et une Brucella, quelque 
peu atypique d'ailleurs parce que par le test de HunDLESON, elle se 
rangeait dans le type suis; elle était, par ailleurs, agglutinée sur 
lame par un sérum positif de bovidé et tuait la souris blanche en 
72 heures. Inoculée au cobaye, elle provoquait une formation de 
nodules sur la rate, non hypertrophiée et le foie mais n'en provo­
quait pas la mort. Après sacrification au bout de 4 mois, le sang en 
agglutinait au 1/40. 
Il faut absolument interdire la promenade des récipients impor­
tants dans les exploitations ; le bouchon risquant de tomber par terre 
et de se souiller, sans compter que pareille mésaventure peut arriver 
aux paillettes que l'on sort les unes après les autres pour chercher 
celle qui convient. 
COMMUNICATIONS 2ï9 
Quant à l'azote de retour de chaque thermos, il doit être jeté 
chaque jour et les parois en contact avec lui désinfectées. Les gobe­
lets, les pinces, les tubes (canisters) devraient être stériles, les mani­
pulations aux doigts nus constamment prohibées. 
Il faut que les utilisateurs comprennent que si ses vapeurs cachent 
à leurs yeux la saleté qui s'est installée, l'azote n'a pas le pouvoir de 
stériliser. S'il conserve plus de 10 ans les cellules reproductrices 
qu'on lui confie, il est bien probable qu'il conserve aussi les micro­
organismes (bactéries et virus) qu'il faudrait, au contraire, éviter. 
La recherche des coliformes et des germes producteurs d'hydro­
gène sulfuré, combinée à la numération totale paraissent de très bons 
tests capables d'indiquer le temps de vider les conteneurs, les désin­
fecter, de contrôler les soins des inséminateurs. La numération des 
.anaérobies sulfito-réducteurs dont le type est W elchia perfringens 
-est moins sensible. Celle des entérocoques ne paraît pas convenir. 
Accessoirement, par la méthode des empreintes sur boîtes de Pétri, 
nous avons étudié l'installation des germes de l'air sur le dessous 
des bouchons des conteneurs pendant que ceux-ci sont ouverts, au 
cours des manipulations. On obtient de 130 à 160 colonies pour 
1/4 d'heure d'ouverture et il s'agit essentiellement de bacillacées. 
Enfin, nous avons ouvert une paillette conservée pendant 9 ans 
dans l'azote liquide. Vivaient encore à son intérieur une Pseudo­
monadale, résistante à la pénicilline et à la streptomycine, sensible 
.au chloramphénicol et à l'auréomycine. et une actinomycétale 
non encore déterminée. 
Il. - Nous avons placé en ampoules de verre stériles les espèces 
ci-dessous. Après fermeture à la flamme, le tout a été porté dans 
l'azote liquide : 
Pseudomonas aeruginosa. 
Salmonella typhi. 
Arizona. 
Citrobacter. 
Shigella dysenteriae. 
Escherichia coli. 
Klebsiella pneumoniae. 
Aerobacter aerogenes. 
Serratia marcescens. 
Proteus mirabilis. 
Pastereulla multocida. 
Streptococcus pyogenes. 
S. fecalis. 
Staphylococcus aureus. 
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Au bout de 3 mois, nous avons vérifié que toutes redonnaient de 
très belles cultures. La vitalité n'en a donc pas été atténuée dans ce 
laps de temps. 
Nous savons, par ailleurs, que le Dr DHENIN du Laboratoi­
re Central des Services Vétérinaires à Alfort a conservé dans 
l'azote liquide le virus aphteux pendant deux ans. 
Nos conclusions seront simples : 
Des germes microbiens se maintiennent vivants dans l'azote liqui­
de un temps relativement long (non encore précisé). Ils s'accumu­
lent dans les gobelets et récipients mal entretenus. Il faut donc qu'en 
matière d'insémination artificielle, des précautions soient prises 
pour éviterla contamination du sperme congelé par des germes 
pathogènes. D'une façon générale, on peut dire que toute la tech­
nique de cette importante application zootechnique doit être 
revue, et ceci dans ses moindres manipulations, pour qu'à chaque 
instant, soient conservées les exigences de la microbiologie, depuis 
le prélèvement initial du sperme jusqu'à son introduction dans 
les voies femelles de la vache. 
Bien que n'ayant étudié, et très peu de temps encore, qu'un petit 
échantillonnage de bactéries, appartenant surtout à la famille des 
entérobactériacées, il sera peut-être possible, si des essais ultérieurs 
plus étendus et dans le temps et dans la taxinomie bactérienne le 
confirment, et à condition que les chocs thermiques inévitables 
n'aient pas induit de mutations, d'utiliser de tous petits récipients 
remplis d'azote liquide pour conserver les souches utiles dont 
chaque laboratoire peut avoir besoin. 
(Laboratoire de Microbiologie de la Faculté 
des Science s de Caen). 
